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Die f olgenden Angaben sind den vom Anmeider eingereichten Unterlagen entnotnmen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(g) D-Carbamoylase aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 

(g) Die vorliegende Erfindung ist auf eine neue D-Carba- 
moylase und die hierfur codierenden Gensequenzen aus 
dem Organismus Arthrobacter crystallopoletes DSM 
20117 gerlchtet. Weiteres sind Plasmide, Vektoren, Mi- 
kroorganismen, bestininile Primer und spezieUe Verwen- 
dungsmoglichkeiten der erfindungsgemafSen Enzyme er- 
wahnt. Daruber hinaus beschrelbt die Erfrindung ein neu- 
es Verfahren zum Auffinden von Enzyrrien, die in einem 
Verfahren zur Herstellung von D-Aminosauren, ausge- 
hend von 5'-substituierten Hydantoinen, eingesetzt wer- 
den konnen. 
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[0001] Die vorliegende Erfindung ist auf eine D-Carbamoylase, dieses Enzyni codierende Gcnsequenzen und deren 
Verwendung gerichtet. Weilerhin betxifft die Erfindung mit der D-Carbamoylase modifizierte Plasmide, Vekloren und 
Mikxoorganismen, sowie ein Verfahren zuni Auffinden eines chromosomal codierten Gens. 

[0002] Der Einsatz enzyinalischer Verfahren in der Synthese von organischen Verbindungen ist gerade im groBtechni- 
schen MaBstab von Vorleil, da sie in Bczug auf die Selektivitaten und Ausbeuten an Produkten den normalen chemischen 
Verfahren haufig iiberlegen sind. Gerade enantiomerenangereicherte Aminosauren sind bevorzugte Targets fur den Ein- 
satz enzymatischer Verl'ahren, spielen diese i^rozesse doch auch in der Natur eine entscheidende Bedeutung z. B. bei der 
Biosyntliese von Proieinen und EiweiBen. Enaniiomerenangereicherie Aminosauren sind weilerhin wichtige Produkie 
im Ilinblick auf die Synthese bioaktiver Verbindungen oder bei der parenteralen Ernahrung. 

[0003] Carbamoylasen sind Enzyme, welche befahigl sind, N-Carbamoylaminosauren stereoselektiv in die L- oder D- 
Aminosaure unter Zuruckbehall der enanliomeren Carbamoyl ami nosiiure umzuset7.en (Schema 1 ). 
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[0004] Die racemischen N-Carbamoylaminosauren lassen sich vorzugsweise recht einfach mittels Hydantoinasen aus 
Hydantoinen oder durch Umsetzung von Aminosauren mit KOCN gewinnen, weshalb derartige Verfahren zur Herstel- 
lung von enantionierenangereicherten Aminosauren im lechnischen MaBslab Anwendung finden (Drauz K, Kottenhalin 
35 M, Makryaleas K, Klenk H, Bernd M, Angew Chem, (1991). Chemoenzymadc synthesis of D-<0-ureidoaminoacids, 103, 
704-706.; Schema 2). 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



0 



DE 101 14 999 A 1 



'X5 



Schema 2 

HO^ — ^ o 



HO 

^- 

HN NH 

T 
O 

D.L-5-p-Hydroxyphenylhydantotn 
VHjO 




Snamprogettl-Prozeea 

- ImmoblUsieita OlhydropyrtinldinBse 



- ReakUonsbadlngungen: pH 6.0. 3(rC 



Kaneka Proxaaa 

- Imraobiilslarts, ruhende Zellen bus 
Bediius bravls mil 
D-Hydantotna sealc tivUflt ■_ 

• Reaktlonsbedlngimoen: pH 9.0. 30*C 



Racordatt-Prexaaa 

• rmmobiilsierte, aihende ZeUen aus 
Agrobactertum raaiobactermW 
D-Hydantolnase- and O-Af-Cafb- 
amoytasaaktivit&t 

• Raafctlonsbadlngungen: pH 9.0. 30*C 



COOH ^ 
MN NHy 

T 

o 

A/-Carbamoyl*D*p'hydro9(yphenytglycin 




10 



15 



20 



30 



35 



COOH 



D-p-H/droxyphttnylglycIn 40 

[0005] D-Carbamoylasen sind aus der Liieratur schon einige bekannt (Syldatk et al. in- "Enzymatic Catalysis in Or- 
ganic Syntliesis", Eds.: Drauz, Waldmann, VCH, 1"^^ und 2"^ Ed.), doch arbeiten diese zumeist wenig effizient oder sind 
instabil (Syldatk C, MuUer R, Pietzsch M, Wagner F (1992). Biocataiytic production of amino acids & derivatives; eds.: 
Rozzell D, Wagner F) Hanser Publishers, Munchen; 129-176; Louwrier A, Knowles CJ (1996). The punficauon and cha- 
racterization of a novel D-specific carbamoylase enzyme from Agrobacterium sp. Enzyme Microb TechnoL 19; 
562-571; Nanba H, Ikenaka Y. Yamada Y, Yajima K, Takano M Takahashi S (1998). Isolation of Agrobactenum sp. 
strain KNK7 12 that produces N-carbamyl-D- amino acid amidohydrolase, cloning of the gene for this enzyme, and pro- 
periies of the enzyme. Biosci. Biotechnol. Biochem. 62 (5) 875-881; Kim DM, Kim GJ. Kim HS (1994). Biotechnol 
Lett, (16) 11-16), weshalb immer noch ein Bedarf an weiteren verbesserten Carbamoylasen besieht. 
[0006] Aufgabc der voliegenden Erfindung war demnach die BerdtsteUung weiterer ggf. gegenuba: dem Stand der 
Technik verbesserter Carbamoylasen. n • 

[0007] Die Aufgabe wird anspruchsgemaB gelost. Anspruch 1 schiitzt die neue D-Carbamoylase aus A. crystaUopoie- 
tes DSM 20117 Anspruch 2 richtet sich auf die (jensequenzen, welche fur die erfindungsgemaBe D-Carbamoylase co- 
dieren, Anspruch 3 betrifft mil diesen (Jensequenzen modifizierte Plasmide und Vektoren, wahrend Anspruch 4 auf einen 
vorteiliiaften erfindungsgemaB modifizierten Mikroorganismus gerichtet ist. Anspruch 5 richtet sich auf bestimmte Pri- 
mer, wohingegen Anspruche 6 bis 8 vorieilhafte Verwendungen der erfindungsgemaBen D-Carbamoylasen unter Schutz 
stellen. In den Anspruchen 9 bis 11 wird ein Verfahren zum Auffinden von Genen beschrieben. 

[0008] Durch die Bereitstellung der D-Carbanioylase aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 (Seq. 2) erhalt 
man die Moelichkeit diese vorteilhaft in eineni Verfahren zur Herstellung von Aminosauren einzusetzen. Solche Verfah- 
ren sind denTPachmann im Prinzip bekannt. (WO 0058449, WO 0008374, DE 100 050 123.0 oder DE 100 50 124.9 so- 
wiedorlzitierteLiteratur). w j j 

[0009] Das Enzym kann als natives Enzyni oder vorteiUiaft in Form der rekombinant hergestellten Verbmdung zu den 
beschriebenen Verfahren herdngezogen werden. Die Herstellung der erfindungsgemaBen rec-Enzyme erfolgt nach dem 
Fachmann bekannten gen tech nolocischen Verfahren (Sambrook .1, Friisch EH Maniatis T (1989). Molecular Cloning. 
Cold Spring Harbour Laboratory Press; Veciors: A Survey of Molecular Cloning Vectors and Their Uses. R. L. Rodn- 
cuez & D. T Denhardt, Eds: 205-225). Beziiglich der allgenieinen Vorgehensweise (PCR und Fusions-PCR, inverse 
PCR Klonierung, Expression etc.) sei auf folgende Literatur und das dori. zitierte verwiesen: Riley J, Butler R, Finniear 
R .Tenner D. Powell S. Anand R. Smith JC. Markham AF (1990). A novel rapid method for the isolation of terminal se- 
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qucnccs iVoni ycasi uriificiul chromosome (YA(') clones. Nucl Acids Res. 38, 8186; Triglia T, Pelerson MG, Kemp DJ 
(1 988 ). A piocciiurc for in vilro amplificaiion of DNA segmenis lhal lie oulside Ihe boundaries of known sequences. Nu- 
cleic Acids Res. 16, 8186; Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T (1989). Molecular Cloning. Cold Spring Harbour Labo- 
ralory Press; Vcclors: A Survey of Molecular Cloning Vectors and Their Uses. R. L. Rodriguez & D. T. Denhardt, II). 
S |001 0] In eincr wcileren Ausgestallung beschafligt sich die Erfindung mil Gensequenzen codierend fiir die erfindungs- 
gemaBen D-Carbamoylase (z. B. Seq. 1). Gensequenzen, welche fur Aminosauresequenzen codieren, umfassen alle Se- 
qucnzcn, die nach MaRgabe der Degeneralion des genelischen C]!odes moglich erscheinen. 

1 0011] liin niichslcr Aspekl der Erfindung beschafligl sich mil Plasmiden oder Vekloren aufweisend die erfindungsge- 
niiiBcn Cicnscqucnzcn. 

10 ( 001 2 1 A Is Plasniidc ocicr Vekloren konimen im Prinzip alle dein Fachniann ftir diesen Zweck zur VerfUgung siehenden 
Ausfuhrungsfonnen in I rage. Derartige Plasmide und Vekloren konnen Studier el al., Methods Enzymol. 1990, 185, 
61 69 odcr den I^roschiiren der Firmen Novagen, Promega, New England Biolabs, Clonlech oder Gibco BRL enlnom- 
men werdcn. Wcilcr be vorzugle Plasmide und Vekloren konnen gefunden werden in: DNA cloning: a practical approach. 
Volume I in. ediicd by D. M. Glover, IRL Press Ltd., Oxford, Washington DC, 1985, 1987; Denhardt, D. T. and Cola- 

15 sanii, .1.: A surcy ol' vcclors for regulating expression of cloned DNA in E. coli. In: Rodriguez, R. L. and Denhardt, D. T 
(eds), Vcclors, liuiicrworlh, Sloneham, MA, 1987, pp 179-204; Gene expression technology. In: Goeddel, D. V. (eds), 
MclhOiis in linzymology. Volume 185, Academic Press, Inc., San Diego, 1990; Sambrook, J„ Fritsch, E. F. and Maniatis, 
T, 1 989. Molecular cloning: a laboratory manual, 2"*^ ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. 
Y. 

20 10013] l^lusniidc, mil dcncn das die erfindungsgemaBe Gensequenz aufweisende GenkonsLrukt in ganz bevorzugter 
Wcisc in den WirLsorganismus kloniert werden kann, sind: pKK-177-3H (Roche Biochemicais), pBTac (Roche Bioche- 
micals ), pKK-233 (Siraiui»ene) oder pET (Novagen). Mit AuBnahme der TOPOSerie, die eine Kanamycin-Resistenz in- 
legricri hai, sollicn alle andcren Plasmide eine |J-Lactamase fiir die Ampicilin-Resistenz enthalten. AuBerst bevorzugte 
Plasmide sind die folgcnilcn: 



Bezeichnunsr 


Eigenschaffcen 


beteiligte Primer 


pJW2 (Fig. 1) 


pCRTOPOBluntll mit An^Dlikon 
aus IPCR 1 


IPCR1+/- 


pRW (Fig. 2) 


pCRTOPOBltmtll mit Anplikon 
aus IPCR 2 


IPCR5+/5- 



[0014] Gleichfalls isi die lirfindung auf Mikroorganismen aufweisend die erfindungsgemaBen Gensequenzen gerichtet. 
Der Mikroorganisnius, in den die Gensequenz kloniert wird, dient zur Vermehrung und Gewinnung einer ausreichenden 

40 Menge des rekonibinanien l-n/.yins. Die Verfahren hierfur sind deni Fachmann wohlbekannt (Sambrook et al. 1989, Mo- 
lecular cloning: A Laboratory Manual, 2nd Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Balbas P & Bolivar F. 1990, 
Design and construction of expression plasmd vectors in E. coli, Metliods Enzymology 185, 14-37). Als Mikrooiganis- 
men konnen im Prinzip alle dem Fachmann fur diesen Zweck in Frage kommenden Organismen herangezogen werden. 
Vorzugsweise sind IL coli-Slamme fur diesen Zweck zu benutzen. Ganz besonders bevorzugt sind: E. coli NM 522, 

45 JM109, JM105, RR 1 , D]I5a, TOP 10" oder HBlOl . Plasmide, mit denen das die erfindungsgemaBe Gensequenz aufwei- 
sende Genkonstrukl vor/ugsweise in den Wirtsorganismus kloniert wird, sind weiter oben angegeben. 
[0015] Ein folgendcr Aspekl der Erfindung richtet sich auf Primer zur Herstellung der erfindungsgemaBen Gensequen- 
zen mittels aller Arten von PCR, MitumfaBt sind die Sense- und Antisense«Primer codierend fur die entsprechenden 
Aminosauresequenz. 

50 [0016] Geeignete Prinier konnen prinzipiell nach dem Fachmann bekannten Verfahren gewonnen werden. Das Auffiin- 
den der erfindungsgemaBen Primer erfolgt durch Vergleich mit bekannten DNA-Sequenzen oder durch Ubersetzung der 
ins Auge gefaBten Aminosauresequenzen in das Codon des betrachteten Organismus (z. B. fiir Streptomyces: Wright et 
al.. Gene 1992, 113, 55-65). Gemeinsamkeiten in der Aminosauresequaiz von Proteinen von sogenannlen Supeif ami- 
lien ist hierfur ebenfalls von Nutzen (Firesline et al.. Chemistry & Biology 1996, 3, 779-783). Weitere Infonnationen 

55 diesbezuglich konnen gefunden werden in Oligonucleotide synthesis: a practical approach, edited by M. J. GaiU IRL 
Press Ltd, Oxford Washinglon DC, 1 984; PCR Protocols: A guide to methods and applications, edited by M. A. Innis, D. 
H. Gelfound, J. J. Sninsky and T. J. White. Academic Press, Inc., San Diego, 1990. AuBerst bevorzugt sind folgende Pri- 
mer: 

60 
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Primer fur IPCR 



Bez* 


Sequenz 


Seq • 


IPCR1+ 


5 ' -GAT GTT CAC GCA CCT TCT TTC -"^ ' 


•> 


IPCRl- 


5'-GGT GTT GTA GCC GAG GAG GAG GAG C -3' 


4 


IPCR5+ 


5 ' -GAG GGC GAT GAA GTC GTC GTT GTG AA -3 ' 




IPCR5- 


5' -GTT CTG GTA TGC CCC TGC CTG AAG T -3' 


6 


Primer fiir die Klonierung von Strukturgenen 




Bez. 


Sequenz 


Seq. 


K_DCn2 


5'-AAC ATA TGG CGA AAA ACT TGA TGC TC-3 ' 


7 


K.DCc2 


5' -AAG GAT CCG TCA TTC ACG TTG AAC GG -3' 


8 


K_DCc3 


5' -AAG GAT CCT TAG TCA TTC ACG TTG AAC GG-3 ' 


9 



10 



15 



20 



25 



[0017] Wciicrc Aspckic der Erfindung beschaftigen sich mit der Verwendungen der erfindungsgeniaBen D-Carbamoy- 30 
lasc. Ini Prinzip kann diese in alien dem Fachmann in Frage kommenden Verfahren eingesetzt werden, z. B. zurHerstel- 
lung von cnanlionicr angereicherten Aminosauren, die vorzugsweise in der parenteralen Emahrung oder Tieremahrung 
eingeselzi werden konnen, Weilers vorzugsweise jedoch dienen die so hergestellten optisch angereicherten Aminosauren 
zur Syniliese bioakiivcr Verbindungen. Verfahren zur Herstellung von enantiomerenangereicherten Aminosauren sind 
u. a. solche Verfahren, welche in WO 0058449, WO 0008374, DE 100 050 123.0 oder DE 100 50 124.9 sowie der dort 35 
zilicrien Literal ur gcnannt. sind. Mit der gegenstandlichen D-Carbamoylase lassen sich cKese vollig analog durchfiihren. 
[0018] Vorzugsweise werden die eben genann ten Verfahren zur Herstellung von Aminosauren ausgehend von Hydan- 
toinen im System Hydantoinase/D-Carbamoylase ggf. in Gegenwart einer Hydantoinracemase oder einem zur Racemi- 
sierung von Carbamoylaminosauren befahigten Enzym durchgefuhrt (WO 0058449, WO 0008374). Besonders bevor- 
zugi erfolgt der erfindungsgemaBe ProzeB in einem Enzym-Membran-Reaktor (DE 199 10 691.6). 40 
[0019] Die erfindungsgemaBe Carbamoylase kann in einer weiteren Verwendung zur HersteDung geniechnisch. veran- 
derter Enzyme herangezogen werden. Solche Verfaluen sind dem Fachmann im Prinzip bekannt (Eigen M. and Gardin- 
ger W. (1984) Evolulionary molecular engineering based on RNA repbcation. Pure & Appl. Chem. 56 (8), 967 978; 
Chen & Arnold (1991) Enzyme engineering for nonaqueous solvents: random mutagenesis to enhance activity of subti- 
lisin E in polar organic media. Bio/Technology 9. 1073-1077: Horwitz, M. And L. Loeb (1986) "Promoters Selected 45 
From Random DNA-Sequences" Proceedings Of The National Academy Of Sciences Of The United States Of America 
83 (19): 7405-7409; Dube, D. And L. Loeb (1989) "Mutants Generated By The Insertion Of Random Oligonucleotides 
Into The Acdve-Site Of The Beta-Lactamase Gene" Biochemistry 28 (14): 5703-5707; Stemmer PC (1994). Rapid evo- 
lution of a protein in vitro by DNA shuffling. Nature. 370; 389-391 und Stemmer PC (1994) DNA shuffling by random 
fragmentadon and reassembly: In vitro recombination for molecular evolution. Proc Nad Acad Sci USA. 91; 50 
10747-10751). 

[0020] Der Stamm Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 wurde in der Doktorarbeit von A. Marin (Stuttgart, 1997) 
in Bezug auf die Umsetzung von Hydanloinderivaten untersucht. Es gelang aus ihm die D-Hydanioinase homogen auf- 
zureinigen und die ersien 30 Aminosauren des N-Terminus zu beslimmen. Eine chromatographische Aufreinigung einer 
D-Carbamoylase schlug allerdings fehl, da es sich hierbei offensichdich um ein extrem instabiles Enzym handelt. Eine 55 
Klonierung der erfindungsgemaBen D-Carbamoylase konnte jedoch iiber den Umweg der Klonierung der D-Hydantoi- 
nase mGglich gemacht werden. Durch den Einsatz der degenerierten PCJR und inversen PCR, die die Existenz eines hyu- 
Genclusters bestatigicn, wurde die Gensequenz des D-Carbamoylasestrukturgenes aus DSM 20117 entschlusselt. An- 
schlieBend wurde die rekonibinant.e Produkiion der D-Carbamoylase in Escherichia coli ennoglicht und das Genprodukl 
be7.ug1ich seiner Funkrion als neuarrige D-Carhanioylase charakterisiert.. 60 
100211 Das genannie Enzym ggf. in Kombinadon mit weiteren Enzymen (z. B. Hy dan Loin ase/Racemase s. 
WO 0058449, WO 0008374) kann in freier Fonn als homogen aufgereinigte Verbindungen oder als rekombinant herge- 
slelltes Enzym verwendei. werden. Weiterhin kann es auch als Bestandteil eines iniakten (Gast-)Organismus eingesetzt 
werden oder in Verbindung mit der aufgeschlossenen und behebig weii aufgereinigten Zellniasse des jeweiligen Wirts- 
organismus. Moglich isi ebenfalls die Verwendung der Enzyme in ininiobilisierier Form (Bha vender P. Shaniia, Lorraine 65 
F. Bailey and Ralph A. Messing, "Immobihsierte Biomateriahem - Techniken und Anwendungen", Angew. Cheni. 1982, 
94, 836-852). 

[0022] Vorteilhafterweise erfolgt die Immobihsierung durch Lyophihsauon (Dordick ei al. J. Am. Chem. Soc, 194, 
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116, 5009-5010; Okahaia el al. Telrahedron Lett. 1997, 38, 1971-1974; Adicrcreutz el al. Biocalalysis 1992, 6, 
291 305). Ganz besonders bevorzugt isi die Lyophilisation in Gegenwart von oberflachenakliven Subslanzen, wie Aero- 
sol OT Oder Poly vinylpyrrolidon oder Polyethylenglycol (PEG) oder Bn j 52 (Diethylenglycol-mono-celylether) (Goto el. 
al. BiotechnoL Techniques 1997, 11, 375-378). Die Verwendung als CLECs isl ebenfalls denkbar (Vaghjiani et al., Bio- 

5 cal. Biotransform. 2000, 18, 1571f). 

f 0023] Wie die Ergebnisse der Unisetzungen der N-Carbainoylaniinosauren mil D-Carbamoylase zeigen, lassen sich 
eine Reihe von verschiedenen Subslralen erfolgreich uinsetzen. Herausragend isl dabei die Aklivilat des erfindungsge- 
maBen Enzyins in Bezug auf Alanin. Die D-Carbanioylase aus Arlhrobacler cryslallopoieles DSM 20117 besitzt eine 
maximale Aminosaure-ldenLil:al von 53% zu den bisher beschriebenen D-Carbamoylasen. 

10 [0024] In einer nachsten Ausgestaltung beziehl sich die Erfindung auf ein Verfahren zum Auffinden eines chromoso- 
mal codierten Gens, welches fur ein Enzym codiert, das in einem Verfahren zur Ilerstellung von D-Aminosauren aus 5'- 
substituierten Hydantoinen mitwirken kann, wobei man 

a) chromosomale DNA eines Organismus, welcher befahigt ist, D-Aminosauren aus 5'-substiruicrten Hydantoinen 
IS herzustellen, in Bruchstucke teilL, 

b) diese anschlieBend in Plasmide kloniert, 

c) die Plasmide mit Oiigonucleotiden hybridisiert, weiche die Sequenzinfonnation einer Hydantoinase oder emer 
D-Carbamoylase aufweisen, 

d) ausgehend von der erfolgreichen Hydantoinase-Hybridisierung D-Cabamoylasesequenzen oder im Falle der er- 
20 folgreichen D-Carbamoylase-Hybridisierung Hydantoinasesequenzen im gleichen Plasmid idenlifiziert. 

[0025] Mittels der so identifizierien Sequenzen lassen sich nach dem Fachmann bekannten Verfahren die entsprechend 
codierten Enzymen herstellen. Vorzugsweise gelangt man iiber diese Strategic zu den hier beschriebenen erfindungsge- 
maBen Enzymen. 

25 [0026] Das beschriebene Verfahren kann in all den Fallen erfolgreich angewandt. werden, m denen zum emen nalive 
Enzyme durch Aufreinigung nur schwer oder gar nichi zu isolieren sind und zuiri anderen die Organisation von an der be- 
trachtctcn Rcaktion bctciligtcn Enzymen vcrgcscllschaftct, z. B. auf cincm Opcron, vorlicgt. Die Organisation von D- 
Hydantoinasen und D-Carbamoylasen in einem Operon wurde bereits unler anderem in der Doklorarbeii von Martm Hils 
(Stuttgart, 1998) beschrieben. Die identifizierien Operons von Agrobacterium sp. IP 1-671 und Agrobacterium radiobac- 

30 ter NRRL B11291 entstammen dabei nicht chromosomaler DNA, sondem sind auf naturlich vorkomnienden oftmals 
schwer zu isolierenden Plasmiden der jeweiligen Organismen lokalisiert.. Dasselbe gilt auch fur Pseudomonas sp. 
NS671, bei welchem die Enzyme fur einen L-selektiven Hydantoin-Abbauweg auf dessen naturlich vorkonunenden 
Plasmid kodiert sind (Watabe, K.; Ishiwaka, T.; Nakamura, H. 1992, Cloning and sequencing of the genes involved in the 
conversion of 5-substituted hydantoins to the corresponding L- amino acids from tlie native plasmid of Pseudomonas sp. 

35 NS671, J. Bacteriol. 174: 962-969). Die beschriebene Verwendung chromosomaler DNA zum Auffinden solcher D-se- 
lektiver Enzyme ist daher nicht naheliegend. Vielmehr wurde man bevorzugt plasmidische DNA der entsprechenden Or- 
ganismen als Ausgangsmaterial fur die Klonierung eines D-selektiven Hydantoinase-Carbamoylaseoperons verwenden. 
Es ist daher uberraschend, dass ausgehend von einer Sequenzin formation fur eine D-PIydantoinase eine chromosomale 
D-Carbamoylase gefunden werden konnle. Diese Erkenntnis kann nun technisch so genutzt werden, dass die Sequenzin- 

40 formation einer Hydantoinase, oder deren Aktivitat, zur Isolation einer D-Carbamoylase aus einfach zu isolierender 
chromosomaler DNA (auch aus Bodenproben), varwendet werden kann. Ebenso kann die Kenntnis uber eine D-Carba- 
moylasesequenz oder deren Aktivitat zur Isolation einer D-Hydanloinase aus chromosomaler DNA genutzt werden. 
[0027] Das erfindungsgemaBe Verfahren geht dabei von chromosomaler DNA eines zur Umwandlung von 5'-substitu- 
ierten Hydantoinen in D-Aminosaiiren befahigten Organismus aus. Diese wird nach dem Fachman bekannten Techniken 

45 in Bruchstucke zerlegt (der Restriktionsverdau erfolgt dabei z. B. nach den Angaben des Herstellers der Restriktionskits 
(Roche Diagnostics]). AnschlieBend werden die DNA-Bruchstiicke analog bekannter MaBnalimen in geeignete Plasmide 
kloniert (Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T (1989). Molecular Cloning. Cold Spring Harbour Laboratory Press). Als 
geeignet konnen die welter oben genannlen Plasmide angesehen werden. Die Hybridisierung der Plasmid-DNA mit der 
DNA eines geeigneten Enzyms gelingt wiederum nach dem Fachmann bekannten Hybridiserungstechniken (Sambrook 

50 J, Fritsch ER Maniatis T (1989). Molecular Cloning. Cold Spring Harbour Laboratory Press), wobei die erfolgreiche Hy- 
bridisierung z. B. mittels DNA-Amplifikation (PGR), einer Markierung (Huoreszenz, Radioaktivitat) der Oligonucleo- 
tide Oder mittels Expressionslibraries und Aktivitatsdetektion erfolgen kann. Ausgehend von einem Hybridisierungs- 
ignal werden die benachbarten Bereiche beipielsweise uber IPCR (Genetic applications of an inverse polymerase chain 
reaction, Ochman H, Gerber A S. Harti D L, GENETICS (1988 Nov), 120 (3), 621-3; The polymerase chain reaction, 

55 Amheim, Norman, Genet. Eng. (N. Y.) (1990), 12 115-37) des bekannten, hybridisierten Gens uber herkommhche 
DNA-Sequenzierung und Sequenzvergleich oder Aktivitatsnachweis im Hinblick auf das Vorhandensein einer D-Hydan- 
toinase oder D-Carbamoylase idenufiziert und analysiert. Dies geschieht ebenfalls nach dem Fachmann gelaufigen Me- 
thoden, d. h, iiber die DNA-Sequenzierung und die Analyse der DNA-Sequenz durch entsprechende Programme wie 
z. B. dem GCG-Programm (s. a. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, .Joseph Sambrook and David W, Russell, 

60 Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2000). 

[0028] Unter optisch angereicherlen (enantiomerenangereicherten, enantiomer angereicherlen) Verbmdungen wird im 
Rahmen der Erfindung das Vorliegen einer optischen Antipode im Gemisch mit der anderen in > 50 mol-% verstanden. 
[0029] Unter Hydantoinen sind die sich aus 2,4-Dioxoimida2olidinen ableit«nden Verbindungen gemeinl, weiche in 5- 
Steilung durch einen Rest subsliiuiert sind, der sich von dem a-Rest einer Aminosauren ablcilen laBt. 

65 [0030] Unter a-Resl einer Aniinosaure wird der am u-C-Atoni einer a-Aniinosaure beiindlichc Resi verstanden. Die- 
ser kann sich von einer naturlichen Aniinosaure, wie in Beyer- Walter, Lehrbuch der organischen Cheinie, S. Hirzel Ver- 
lag Stuttgart, 22. Auflage, 1991, S. 822f. dargestellu Hhleiten. Dariiberhinaus sind jedoch auch entsprechende a-Reste 
unnaturlicher a-Aminosauren gemeinl wie z. B. in DE 199 03 268.8 aufgefuhrt. 



6 



^ DE 101 14 999 A 1 |^ 

10031] Der Oroanisnius Arll^^clcr crysiallopoieies DSM 20117 isi bei der Deuischen?ainmlung fur Mirkroorganis- 
inen undZcllkuhuren unLer der enisprechcnden Nuiunier himerlegi und 6flx;naich zuganglich. 

[0032] Mil der AngabedeserfindungsgeimBen Enzyms isl sowohl das native hoiriogen aulgereinigle wie auch das ent- 
sprechende rekombinant. hergesiellte Enzym genieint. Mit.uinfaBi sind auch alle weiteren Enzyme mil bezuglich den re- 
akiionsbeeinflussenden Sequenzen gleicher Peplidsequenz und gleicher Akiivitai, welche jedoch modifiziert wurden, 
z. B . His-tag-modifizierte Enzyme oder startcodonmodifizierie Enzyme etc. 
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SEQUENZ1>R01X)K0LL 
<110> Degussa-HOls Aktiengesellschaf t 

<120> D- Carbamoyl as e aus Arthrobacter crystal lopoietes 

<130> 000753 AM 

<140> 
<141> 

<160> 13 

<170> Patentin Ver, 2.1 

<210> 1 
<211> 948 
<212> DNA 

<213> Arthrobacter crystallopoietes 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (948) 

<400> 1 

atg gcg aaa aac ttg atg etc gcg gtc get caa gtc ggc ggt ate gat 
Met Ala Lys Asn Leu Met Leu Ala Val Ala Gin Val Gly Gly lie Asp 
15 10 15 

agt teg gaa tea aga ccc gaa gtc gtc gcc cgc ttg att gee etg etg 
Ser Ser Glu Ser Arg Pro Glu Val Val Ala Arg Leu lie Ala Leu Leu 



gaa gaa gca get tec eag gge gcg gaa etg gtg gtc ttt ccc gaa etc 
Glu Glu Ala Ala Ser Gin Gly Ala Glu Leu Val Val Phe Pro Glu Leu 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



acg etg acc acg ttc ttc ccg cgt ace tgg ttc gaa gaa ggc gac ttc 
Thr Leu Thr Thr Phe Phe Pro Arg Thr Trp Phe Glu Glu Gly Asp Phe 



DE 101 14 999 A 1 

50 55 60 

gag gaa tac ttc gat aaa tec atg ccc aat gac gac gtc gcg ccc ctt 240 
Glu Glu Tyr Phe Asp Lys Ser Met Pro Asn Asp Asp Val Ala Pro Leu 
^5 70 75 80 

lU 

ttc gaa cgc gcc aaa gac ctt ggc gtg ggc ttc tac etc gga tac gcg 288 
Phe Glu Arg Ala Lys Asp Leu Gly Val Gly Phe Tyr Leu Gly Tyr Ala 

85 90 95 15 

gaa ctg acc agt gat gag aag egg tac aac aca tea att ctg gtg aac 33 6 
Glu Leu Thr Ser Asp Glu Lys Arg Tyr Asn Thr Ser lie Leu Val Asn 20 
100 105 110 

aag cac ggc gac ate gtc ggc aag tac cgc aag atg cat ctg ccg ggc 3 84 25 
Lys His Gly Asp lie Val Gly Lys Tyr Arg Lys Met His Leu Pro Gly 
115 120 125 



30 

432 



40 



45 



cac gcc gat aac egg gaa gga eta ccc aac cag cac ctt gaa aag aaa 
His Ala Asp Asn Arg Glu Gly Leu Pro Asn Gin His Leu Glu Lys Lys 
i30 135 140 

tac ttc cgc gaa gga gat etc gga ttc ggt gtc ttc gac ttc cac ggc 480 
Tyr Phe Arg Glu Gly Asp Leu Gly Phe Gly Val Phe Asp Phe His Gly 

150 155 160 

gtg cag gtc gga atg tgt etc tgc aac gac egg cga tgg ccg gag gtc 528 
Val Gin Val Gly Met Cys Leu Cys Asn Asp Arg Arg Trp Pro Glu Val 
165 170 175 

tac cgc tct ttg gcc ctg cag gga gca gag etc gtc gtc ctg ggc tac 576 
Tyr Arg Ser Leu Ala Leu Gin Gly Ala Glu Leu Val Val Leu Gly Tyr 
180 185 190 

55 

aac acc ccc gat ttc gtt ccc ggc tgg cag gaa gag ect cac gcg aag 624 
Asn Thr Pro Asp Phe Val Pro Gly Trp Gin Glu Glu Pro His Ala Lys 
195 200 205 



atg ttc aeg cac ctt ctt tea ctt 



cag gca ggg gca tac cag aac teg 672 

65 
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Met Phe Thr His Leu Leu Ser Leu Gin Ala Gly Ala Tyr Gin Asn Ser 
210 215 220 

gta ttt gtg gcg get gcc ggc aag teg ggc ttc gaa gac ggg cac cac 720 
Val Phe Val Ala Ala Ala Gly Lys Ser Gly Phe Glu Asp Gly His His 
225 230 235 240 

£t:g ate ggc gga tea gcg gtc gee gcg ccc age gge gaa ate ctg gea 768 
Ket lie Gly Gly Ser Ala Val Ala Ala Pro Ser Gly Glu He Leu Ala 
245 250 255 

aaa gea gcc ggc gag ggc gat gaa gtc gtc gtt gtg aaa gea gac ate 816 
Lys Ala Ala Gly Glu Gly Asp Glu Val Val Val Val Lys Ala Asp He 
260 265 270 

^ gac atg gge aag ecc tat aag gaa age gtc ttc gae ttc gee gee eat 864 
Asp Met Gly Lys Pro Tyr Lys Glu Ser Val Phe Asp Phe Ala Ala His 
275 280 285 

30 

egg cgc ccc gac gea tac ggc ate ate gcc gaa agg aaa ggg egg ggc 912 
Kr-g Arg Pro Asp Ala Tyr Gly He He Ala Glu Arg Lys Gly Arg Gly 
35 290 295 300 



10 



15 



20 



gee cea etg cce gte ceg ttc aae gtg aat gac taa 
Ala Pro Leu Pro Val Pro Phe Asn Val Asn Asp 
305 310 315 

45 

<210> 2 
<211> 315 
50 <212> PRT 

<213> Arthrobacter crystallopoietes 

55 <400> 2 

Met Ala Lys Asn Leu Met Leu Ala Val Ala Gin Val Gly Gly He Asp 
15 10 15 

^ Ser Ser Glu Ser Arg Pro Glu Val Val Ala Arg Leu He Ala Leu Leu 
20 25 30 

Glu Glu Ala Ala Ser Gin Gly Ala Glu Leu Val Val Phe Pro Glu Leu 

65 
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35 



40 



45 



Thr Leu Thr Thr Phe Phe Pro Arg Thr Trp Phe Glu Glu Gly Asp Phe 

50 55 60 

Glu Glu Tyr. Phe Asp Lys Ser Met Pro Asn Asp Asp Val Ala Pro Leu 

65 70 75 80 

Phe Glu Arg Ala Lys Asp Leu Gly Val Gly Phe Tyr Leu Gly Tyr Ala 

85 90 95 

Glu Leu Thr Ser Asp Glu Lys Arg Tyr Asn Thr Ser lie Leu Val Asn 

100 105 110 

Lys His Gly Asp lie Val Gly Lys Tyr Arg Lys Met His Leu Pro Gly 

115 120 125 

His Ala Asp Asn Arg Glu Gly Leu Pro Asn Gin His Leu Glu Lys Lys 

130 135 140 

Tyr Phe Arg Glu Gly Asp Leu Gly Phe Gly Val Phe Asp Phe His Gly 

145 150 155 160 

Val Gin Val Gly Met Cys Leu Cys Asn Asp Arg Arg Trp Pro Glu Val 



Tyr Arg Ser Leu Ala Leu Gin Gly Ala Glu Leu Val Val Leu Gly Tyr 

180 185 190 

Asn Thr Pro Asp Phe Val Pro Gly Trp Gin Glu Glu Pro His Ala Lys 

195 200 205 

Met Phe Thr His Leu Leu Ser Leu Gin Ala Gly Ala Tyr Gin Asn Ser 

210 215 220 

Val Phe Val Ala Ala Ala Gly Lys Ser Gly Phe Glu Asp Gly His His 
225 230 235 240 

Met lie Gly Gly Ser Ala Val Ala Ala Pro Ser Gly Glu lie Leu Ala 

245 250 255 

Lys Ala Ala Gly Glu Gly Asp Glu Val Val Val Val Lys Ala Asp lie 

260 265 270 

Asp Met Gly Lys Pro Tyr Lys Glu Ser Val Phe Asp Phe Ala Ala His 

275 280 285 

Arg Arg Pro Asp Ala Tyr Gly lie lie Ala Glu Arg Lys Gly Arg Gly 

290 295 300 

Ala Pro Leu Pro Val Pro Phe Asn Val Asn Asp 
305 310 315 



165 



170 



175 
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<210> 3 
<211> 26 
5 <212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 

iO <220> 

<223> Beschreibiing der kunstlichen Sequenz : Primer IPCR1 + 
<400> 3 

L5 

gatgttcacg caccttcttt cacttc 



<210> 4 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Besctireibung der kunstlichen Sequenz : Primer ICPRl- 
<400> 4 

ggtgttgtag cccaggacga cgagc 

40 <210> 5 

<211> 26 

<212> DNA 
45 <213> Kiinstliche Sequenz 

<220> 

50 <223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer IPCR5+ 

<400> 5 

55 gagggcgatg aagtcgtcgt tgtgaa 
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60 
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<210> 6 



<211> 25 



<212> DNA 



<213> Kiinstliche Sequenz 



<220> 



<223> Beschreibiing der kiinstlichen Sequenz : Primer IPCR5- 

<400> 6 

gttctggtat gcccctgcct gaagt 

<210> 7 
<211> 26 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibxing der kunstlichen Sequenz : Primer K_DCn2 
<400> 7 

aacatatggc gaaaaacttg atgctc 

<210> 8 
<211> 26 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der ktinstlichen Sequenz : Primer K_DCc2 
<400> 8 

aaggatccgt cattcacgtt gaacgg 
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<210> 9 
<211> 29 
5 <212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer K_DCc3 
<400> 9 

aaggatcctt agtcattcac gttgaacgg 29 



<210> 10 
<211> 17 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der ktostlichen Sequenz :Degenerierter 
Primer 61.61a 

<400> 10 

gtnatgtayg aracvgg 17 

40 

<210> 11 
<211> 17 
45 <212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 

50 <220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz iDegenerierter 
Primer 73 .31b 

55 

<400> 11 

gtrtartcca trttytc 17 

60 
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<210> 12 
<211> 13 

<212> PRT ■'^ 
<213> Arthrobacter crystal lopoietes 

<400> 12 10 
Ser Leu Val Met Tyr Glu Thr Gly Val Ala Glu Gly Lys 
15 10 

15 

<210> 13 
<211> 11 
<212> PRT 

<213> T^throbacter crystallopoietes 



<400> 13 

Gin Asn Met Asp Tyr Thr Leu Phe Glu Gly Lys 
1 .5 10 



20 



25 



30 



L Biomassegewinnung von Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 

[0033] Als Ausgangsniaterial fur Ganzzellaktivitatstests, fur die Isolierung chromosomaler DNA und zur EDzyniiso- 
lierung der D-Hydantoinase soUte zunachst eine physiologisch einheitUche Zellmasse von Arthrobacter ciystallopoietes 35 
DSM 20117 in ausreichender Menge bereitgestellt werden. Nach den Arbeiten von Brans (Doktoraibeit, TU Braun- 
schweig, 1991) wurde dafur ein halbsynthetisches Medium mil DX-Lactat als KohlenstoflFqueUe, Hefeextrakt als weite- 
rem Bestandteil und Hydanloin als Induktor fur die Kultivi^ung im 50 Liter-Bioreaktor verwendet: 

40 



45 



50 
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Tabelle 1 

Die Daten beziehen sich auf 1 1 Nahrlosung 



Natriumlactat- 

Meaium pH 7 , 2 

vv = X Ljitier} 


Zitronensaure 


0,75 g 


(BiranS/ 1991) 


Hef eextrakt 


1.0 g 




FeS04 * 7 H2O 


0, 01 g 




iigsOi 1 H2O 


0,5 g 




CaS04 * 2 H2O 


0,22 g 




MnS04 * H2O 


0,055 g 




ZnS04 * 7 H2O 


0,005 g 




(NH4)2S04 


6,0 g 




D, L-Methionin 


0,05 g 




Hydantoin 


1,0 g 




50 %-iges D,L- 
Lactat 


40 ml 




1 M KH2PO4 


23 ml 



[0034] Eine erste Vorkultur (V = 20 ml) wurde uber Nacht bei BO^'C und 110 rpm inkubiert. AnschlieBend wurde die 
gesamte Vorkultur zum Animpfen der zweiten Vorkultur (V = 2 1) verwendel. Nach zwei Tagen Inkubation wurden 1,5 1 
der zweiten Vorkultur als Inokulum fiir die Fermentation (V = 20 1) genutzt. Da der Induktor Hydantoin walirend des 
Wachstums verbraucht wird, wurde dieses mit einer Forderpumpe kontinuierlich zudosiert, so das die Hydantomkonzen- 
tration im Medium konstan! 0,2 g/1 betrug. Nach der Zellemte wurden 205 g BFM aliquotiert und bei -20**C gelagert. 

n. Aufreinigung der D-Hydantoinase aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 

[0035] Das Protokoll zur Aufreinigung der D-Hydantoinase aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 orientiert 
sich miteinigen Modifikationen an der von Marin (Doktorarbeit, Uni Stuttgart, 1997) beschriebenen Protein aufreinigung 
der D-Hydantoinase. Die Aufreinigungschritte wurden, wenn moglich, bei 4°C durchgefuhrt und die Bestimmung der 
Hydantoinaseaktivitat der Fraktionen erfolgte zunachst im Schnelltest mit dem photometrischen Nachweis nach Ehrlich. 
Aliquots der positiven Proben wurden anschUeBend mit dem Standardsubsrrat DJL-Benzylhydantoin inkubiert und die 
exakte Akdvitat mitlels HPLC bestimmt. t^oaa ^aii-7 a 

[0036] Die aus der Kulti vierung erhaltene Biomasse (siehe I) von Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 wurde zu- 
nachst als 30%-ige Zellsuspension einem GlasperlenaufschluB in der Ruhrwerkskugelmuhle unterzogen. Nach der Auf- 
nahme einer AufschluBkinetik, konnten nach 20 miniitiger Aul^chluBzeit Proteinkonzentrationen von bis zu 16,5 g/I er- 
reicht werden. Danach wurden die Zelllrummer sowie unlosliche Bestandteile durch Zentrifugation abgetrenni und der 
geklarte Uberstand fiir die folgende Protaminsulfalfallung eingesetzl. Mil dieser lieB sich vor Durchfuhrung einer Stre- 
amline-DEAE-Saulenchromatographie die Viskosital der Losung verringem. 

[0037] Die auf der Saule gebundenen Proteine wurden mittels eines Kochsalzgradienten eluiert.. Die aktiven, gepoollen 
Streamlinefraktionen wurden mit einem gleichen Volumen 2 M (NH4)2S04-Losung versetzl, urn sic anschlieBend mittels 
hydrophober Interaktionschromalographie (HIC) weiter aufzuU-ennen. Die Fraktionen mil der hochsien Hydantoinaseak- 
tivitat wurden anschlieBend vereinigt und uber Anionenauslauschchromatographie an einer MonoQ-Saule von anderen 

Proteinen gelrennt. ^ oi^c t^a ^.t- j c 

[0038] Die Daien zur Aufreinigung der Hydanioinase sind in Tabelle 2 zusammengefaBl, die SDS-PAOE der aulgerei- 
nigien D-Hydantoinase ergab ein Molekulargewichl von 50 +/- 5 kDa fiir dieses Enzym nO%-ige SDS-PAGE der auf- 
oereini^rien D-Hydanloinase nach Konzentrierung der MonoQ-Fraklionen, Molekulargewichlsmarker ProSieve und L- 
Hydanloinase aus A. aurescens DSM 3745 als inierner Standard von 49,7 IcDa (May, Dissertation Uni Stuttgart, 1998)]. 
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Tabelle 2 

Aufreinigungsdaten fur die D-Hydantoinase 



Relni^xing 


Vol. 
[ml] 


Prot . 

[g/1] 


spez . Akt , 
[U/mg] 


Reini gungs - 
f aktor 


Ausbeute 
[%] 


Zellau£schlu& 


32 


16 


1,5 




100 


Protaminsul f at- 
failung 


29 


17 


1, 4 


0 9 


89 


vereinigte 
Streamlinef rakt . 


61 


3 . 8 


1.9 


1 3 


# 


(iberstand Ammo- 
n i xims u 1 f a t f a 1 1 g . 


120 


1,5 


3,7 


2,4 


85 


vereinigte HIC- 
Fraktionen 


30 


0,8 


13,3 


8,8 


41 


vereinigte 
MonoQ- Fr ak t i onen 


19 


0,4 


30,1 


19,8 


29 
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15 



20 



25 



30 



TTT Tryptischer Verdau der D-Hydantoinase 

[0039] N-terminale Sequenzierungen liefem sichere Sequenzeigebnisse nur fiir die ersten 30 Aminosauren. Die in der 
Arbeit von Marin angegebene Sequenz lieB eine Ableitung von Primem allerdings nicht zu, Daher muBtedas Protein zur 
weiteren Sequenzinformation durch einen Proteaseverdau in mehrere Peptide zerteill werden. Zur enzymatischen Frag- 
mentierung wurde mil Trypsin cine Endopeptidase verwendet, die spezifisch nach den Aminosauren Lysin und Arginin 
schneidet. AUerdings ist mit einer vemiinderten Aktivitat zu rechnen, wenn cine saure Aminosaure folgt, und sogar mit 
einem Ausbleiben der Hydrolyse, wenn ein Prolinrest folgt, Bei einem durchschnittlichen Vorkommen von Lysin und 
Arginin von 5,7% bzw. 5,4% in Proteinen, ist bei vollstandigem Verdau mit einer durchschnittlichen Peptidlange von 
etwa 9 Aminosauren zu rechnen. Die Auftrennung des Peptidgemisches erfolgte anschlieBend durch quantitative HPLC. 
[0040] Um die Hydantoinase aus Arthrobacter crystaUopoietes DSM 20117 mit Trypsin zu verdauen, wurde diese wie 
beschrieben bis zu den MonoQ-Frakdonen aufgereinigt, anschlieBend mit einem Araicon-Fiiter (cut-off 30 kDa) aufkon- 
zentriert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Um sicher zu gehen, dass es sich bei dem Protein auch um die D-Hydan- 
toinase handelte, wurde ein Teil des Geles uber einen Westem-Blot auf eine Membran U*ansferiert, ausgeschnitten und N- 
terminal die ersten acht Aminosauren bestinmit. Mit Ausnahme von Position 2 stimmten alie ermittelten Aminosauren 
mit dem von Marin (Dissertation, Universitat Stuttgart, 1997) bestimmten N-Terminus uberein, sodass davon ausgegan- 
gen werden konnte, dass es sich bei dem hier isolierten Protein um dasselbe Enzym handelte, das von Marin bereits be- 
schrieben und charakterisiert wurde. 

[0041] Daraufhin wurde die Hydantoinase-Bande direkt aus dem Polyacrylamidgel der aufgetrennten MonoQ-Fraktio- 
nen ausgeschnitten und in situ nach Angaben des HersteUers (Sigma, Steinheim) tryptisch verdaut. Die Peptide wurden 
mit Acetonitril aus dem Gel extrahiert und mittels praperadver HPLC voneinander geUrennt. Die Frakdonen wurden im 
Speed-vac eingetrocknet und anschlieBend N-temiinal uber Edman-Abbau sequenziert. 

[0042] Insgesamt konnten zusatzlich zum N-Terminus neun Pepdde eindeuug sequenziert werden. Eines der Peptid- 
tragmente wies das Konsensusmotiv GXXDXHXH der cyclischen Amidasen auf, das an der Bindung eines Zinkatoms 
im'kktiven Zenu-um beteiligi ist (Abendroth et al.. Acta Cryst. 2000, D56, 1166-1169). Bei den Peptidsequenzen, die 
nicht mit einem Lysin (K) oder Arginin CR) enden, brach die Sequenzierung aufgrund technischer Probleme oder man- 
gelnder Qualitat bzw. Quandtat der Proben fruhzeitig ab. 

IV. Klonierung des hyu-Genclusiers 

1. Isolierung chromosomaler DNA aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 

[0043] Die durch Kuldvierung von Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 auf Lactatmedium gewonnene Bio- 
feuchimasse (siehe I) diente auch zur Isolierung chromosomaler DNA. Nach Zelllysis und Aufreinigung mittels Casiuni- 
chlorid-DichtegradienienzentrifugaLion konnte hochreine, genomische DNA isoliert. werden. Die Qualiiai wurde durch 
Aufnahme eines Absorpiionsspekirum geprufL um auf diese Weise Kontaniinaiionen mit Phenol ausschliessen zu kon- 
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ncn. Die pholoincirisch bestiinmle DNA-Konzentration belrug 60 jig DNA/ml. 

10044] Die cDNA wurde fur einen Restriktionsverdau eingeselzl und als Mairizp fur PCRs verwendel. 

2. PCR mil degenerierten Primern 

s 

1 0045] Durch die Sequcnzierung der aus dein tryptisclien Verdau hervorgegangenen Peptide (siehe III) konnlen zusalz- 
lich zuni N-'lerminus der D-Hydanloinase weitere Sequenzinfomialionen gewonnen werden. Die Peptide wurden mit 
deiii Progranini C.luslalX an die bekannie Proleinsequenz von Agrobacteriuni sp. 1-671 angepaBl (Tlioinpson et al. 
1997, The CluslalX windows interlace: flexible strategies i'or multiple sequence alignment aided by quality analysis 
10 ux>ls. Nucleic Acids Research. 24, 4876-4882). 

10046] IJin von den bckannten Peptidsequenzen degeneriertc Prinner abzuleiten, soUten Sequenzabschnilte von zwei 
Pcplidcn ausgcwiihli werden, die einen niedrigen Degenerierungsgrad in der Annnosaurezusammensetzung besilzen. 
TTicrl ur wunicn die Peptide 61 .61 und 73 .3 1 ausgwahlt. Der Primer 61 .6 1 a paarl. an den Plusstrang und der Primer 73.31 b 
an den Minussirang der DNA. 

TabeUe 3 



Konstruktion der degenerierten Primer 



20 


Peptid 


abgeleitete DNA-Sequenz 


Primer- 
name 


Seq. 


25 


SLVMYETGVAEGK 
(61.61 Seq. 12) 


5'-GT(AGCT) ATG TA(CT) 
.GA(AG) AC (AGO GG-3 ' 


61.61a 


10 


30 


QNMDYTIiFEGK 
(73,31 Seq. 13) 


5'-GT(AG) TA(AG) TCC AT (AG) 
TT(CT) TC-3' 


73.31b 


11 



[0047] Uiii den Degenerierungsgrad des Primers 61.6ia weiter zu reduzieren, wurde auf Basis der Datenbank CUTG 
die Haufigkeitsivcncilung der Codons aus Artiirobacter sp. beriicksichUgt (Nakamura et al., Nucl. Acids Res. 1999, 27, 

35 292). Dadurch konnlc an dor Position 3 dieses Oligonucleotides das Basentriplett "GTA", aufgrund der niedrigen Wahr- 
scheinlichkeii dieses CVxions von 10,4% fur die Aminosaure Valin, bei der Primarkonstruklion vemachlassigt werden. 
[0048] Um die Langc des PCR-Amplikons abzuschatzen, w^urde ein Alignment der beiden Primer an die D-Hydantoi- 
nase aus Agrobacicriuni sp. IV 1-671 durchgefuhrt. Im Alignment betragt der Abstand zwischen den beiden Oligos 69 
Aminosauren, sodass cine PCR mit den degenerierten Primern 61.61a und 73.31b zu einem PCR-Produkt von ca, 207 bp 

40 Lange fiihren sol he. 

[0049] Die PCR wurde iiu Temperaiurprofil nach dem Standardardansatz bei einer Annealingtemperatur von 42 C an- 
gesetzt und bezuglich des Magnesiumgehaltes auf eine KonzenUraUon von 2 mM opdmiert. Der PCR- Ansatz wurde an- 
schlieBend in eincni 3%-igen Agarosegel aufgetrennt und die GroBe der Banden mit der Bildanalysesoftware Imagema- 
ster bestiiiimt (Molekulargcwichls marker D-15 Firma Novex). Die Bande, die eine berechnete GroBe von 218 bp besaB, 
45 wurde aus dem Gel cluicri und in den pCR TOPO Blundl- Vektor (Fig. 3) ligiert. Das erhaltene Plasmid wurde als pJWl 
(Fig. 4) bezeichnel. Eine anschlieBende Sequenzierung des Vektors ergab Homologien zu bereits bekannien Dihydropy- 
rimidinasen, sodass damii der erste DNA-Abschnitt auf dem Strukturgen der D-Hydantoinase kloniert vorlag. 

3. Sequenzierung des hyu-Genclusters uber Inverse PCR 

50 

[0050] Um weitere Sequenzinformationen von den fiankierenden DNA-Bereichen zu erhalten, kam die Technik der m- 
versen PCR (SPCR) zum Hinsatz. 

[0051] Zum Verdau genomischer DNA aus Arthrobacter crystallopoieles DSM 20117 fanden die Restrikuonsenzyme 
BamHI, EcoRI, Sad, Psil, BgUI, Hindlll, Sail, Muni, und Mlul Anwendung. Die Verdaue wurden iiber ein 1 %-iges Aga- 
55 rosegel aufgetrennt und niitlels Southem-Blot auf eine Nylonmembran fixiert, 

I0052J Zur Herslellung einer geeigneten Sonde wurde das Muni linearisierte Plasmid pJWl (Fig. 4) uber Nick-Trans- 
lation (Nick-Translation Kit der Firma Roche Diagnostics) mil ^¥-a-ATP radioaktiv markiert und zur Hybridisierung 
mit dem Blot eingeselzt (Moleku Large wichtsmarker MWM VII). 

[0053] Aufgrund der aus dem Soulhem-BIot erhallenen GroBe der Hybridisierungssignale wurde bei der folgenden 
60 TPC:R der genomische PstT- Verdau (ca. 2000 bp) als N4alrize eingeselzt. Dazu wurde der Verdau auf eineiri Agarosegel 
aufgetrennt, im Bereich zwischen 1500 und 2800 bp aus dem Gel eluiert. (Moleku large wichtsmarker MWM VII), an- 
schlieBend religiert und mit Muni linearisiert. Aus der bekannten Sequenz des Hydantoinasegens konnlen die Primer 
IPCR1+ (Seq. 3) und D^CRl- (Seq. 4) fur die IPCR abgeleitet werden. Aus den Schmelzteniperaturen der Oligos leitete 
sich die Annealingtemperatur von 60"C ab. 
65 [0054] Es konnie eine einzige Bande als Amplilcon generiert werden, die anschlieBend eluiert und in das TOTO-Sy- 
stem (Fig, 3) kloniert wurde. Das entslandene Plasmid erhicit die Bezeichnung p.TW2 (Fig. 1). Das nach der Sequenzie- 
rungen von p.TW2 rekonstruierte hyu-Genclusler enthalt den offenen Leserahmen der D-Hydantoinase hyuH und einen 
Teil des oflenen Leserahmens der D-(-arbamoylase hyuC^D- 
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10055] Iin nachsicn Schritf soTIie, ebenfalls iiber die Technik der IPCR, der vollsiandige Leserahmen der D-Carbamoy- 
lase klonierl werden. Hierzu konnten aus dcni bekannien Sequenzabschniri der D-Carbanioylase Restriklionsenzynie ge- 
funden werden, die den Anforderungen der IPCR gerechl wurden und inoglichsl weil ain 5'-Ende des D-Carbamoylase- 
gens schneiden sollien. SchlieBlich wurde ein genomischer Verdau mil den Restriklionsenzymen SacI, Nael, Sful, Narl 
und SphI diirchgefiihrl und nach der Auftrennung im Agarosegel auf eine Nylonmembran geblottei. 
10056] Als Sonde eignete sich das kleine Fragment eines Narl/BamHI Doppelverdaues von pJWl (Fig. 4). Es wurde in 
cineiii Gel aufgetrennU eluiert und anschlieBend mitlels Nick-Translation (Nick-Translation Kit der Fimia Roche Dia- 
gnostics) radioakiiv inarkierl und zur Hybridisierung eingesetzt. 

fo057| Aulurund der Hybridisierungssignale waliite man den religierten Narl- Verdau (1,4 kb) als DNA-Templat tur 
die /.wciic IPCR. Als Primer wurden die Oligos IPCR5+ (Seq. 5) und IPCR5- (Seq. 6) bei einer Annealingiemperaiur 
von 57"(.' cini»cselzi. 

I005KI Die Bandc wurde in den TOPO-Vektor (Fig. 3) kloniert und das entstandene TOPO-Plasmid als pRW (Fig, 2) 
hc/.cichnci. Nach der Sequenzierung des TnserLs konnte das hyu-Gen cluster soweit rekonstruiert werden, dass der T.ese- 
rahnicn ilcr D-Curbanioylase vollstandig vorlag. 

V. Expression der D-Carbamoylase 

1 00591 N li licr jbiicschlossenen Sequenzierung des hyu-Genclusters fand eine Untersuchung der DNA-Sequenz auf 
polcniicllc U'scraiiMicn sLatt. Fur den Translationsstart der D-Carbamoylase kommt dabei neben dem atg-Startcodon 
uucii cin uniicwohnlichcs itg-Startcodon in Betracht, wobei das letztere zu eineni urn fiinf Aminosauren verlangerten N- 
Tcnninus Hiliri. Da irol/. der Indizien kein eindeu tiger Beweis fiir das Vorhandensein eines seitenen ttg-Startcodons er- 
brachi wcnlcn konnlc. wurden sowohl die ttg-, als auch die atg-D-Carbanioylase kloniert und bezuglich ihrer Expression 
und Aklivilii! in Escherichia coU getestcL . . ^ „ . 

100601 Da/.u wurden die D-Carbamoylasen mittels PGR aus der genomischen DNA von Arthrobacter crystallopoietes 
DSM 2()!I7 aniplili/icri. Dabei kamen unterschiedliche Primerpaare zum Einsatz, sodass drei unterschiedliche D-Car- 
bJiiioyliiscn klonicri werden konnten. Eine D-Carbaiiioylase niit alg-StarU:odon ohne His-tag sowie zwei D-Carbaiiioy- 
iascn mil ug-Siaricodon. Eine davon mit, die andcrc ohnc His-tag. Bci dor Primcrkonstruktion wurde das ttg-Bascntri- 
pleii aus der Arlhrobacier-Sequenz in Escherichia coli durch ein atg-Codon erseizt (Tabelle 4). 

Tabelle 4 

Eigenschaften der verschiedenen Klone der D-Garbamoylase 



Plasmidbezeiclmg . 


pMWl (Fig. 5) 


pMW2 (Fig. 6) 


pMW3 ( s . 
Fig- 5) 


Startcodon in 
Ar thr obac t er 


ttg 


ttg 


atg 


Primerpaar 


K_DCn2/c2 


K_DCn2/c3 


K_DCnl/c2 


N- Terminal e 

Res triktions -site 


Ndel 


Ndel 


Ndel 


C-Tenninale 

Res triktions -site 


BamHI 


BamHI 


BamHI 


Hisg-tag 


ja 


nein 


nein 



10061J Die Amplikons wurden in den Vektor pCR 'IDPO BluntU (Fig. 3) kloniert. und das entstandene Plasmid einem 
Doppelverdau mil den Resuiktionsenzymen Ndel und BamHI unterzogen. Zur Subklonierung des enistandenen, 947 bp 
groBen rragmenles dienie der Rhamnoseexpressions vektor pJOE4036 (Fig. 7). Die Plasmide wurden in Escherichia coli 
JM109 Lransfonnicru und die Zellen zu Beginn der exponentiellen Phase mit 0,2 gA Rliamnose induzierl. 
[0062] Bei der aig-Startcodonalternarive ist keine zunehmende Proleinhande auf Hohe der D-Carbamoylase (34 kDa) 
zu erkennen, wahrend bei der D-Carbamoylase mit ttg-Stancodon eine deudiche Zunahme zu verzeichnen ist. Nach 20 
Stunden Induktion nimml die Intensitatder rekombinanten Proieinbande allerdings wieder ab, was vermutlich auf einen 
proteolyiischen Verdau des Proteins zuriickzufiihren ist. 

[0063] Nach einem 2>llaufschlu6 der beiden Klone mit dem Homogenisator konnie nur bei dem Kion nut ttg-Startco- 
don D-Carbamoylaseakiiviiat festgestelll werden, wahrend die Aktivitat fUr pMW3 unter der Nachweisgrenze blieb. 
[0064] Die D-Carbamoylase liegt vowiegend im LFberstand vor. Mil Hilfe des Programms Image Master (Amersham 
Life Sciences, Freiburg ) konnte das Molekularge wichl des expremierten Proteins auf 34,6 kDa festgelegl werden. Dieses 
Moleku[aigcwichi stimmt mit dem berechneten Wert der D-CIarbamoylase mil His-tag (35,4 kDa) gut uberein. Ebenfalls 
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mil Hilfe dieses Prograinms konnle emiiUelt werden, dass sich der Anieil der D-Carbamoylase iin tJbersland auf 30% 
des Gesamiproteins belaufl. Nach der Aufnahme eines Expressionsprofiles konnle feslgestelU werden, dass das Expres- 
sionsiuaxiiTiuin nach einer Induktionszeil von ca. sechs Stunden errcichl. wird. Auch die spezifische Aktivitat weist zu 
dicscni 2:eilpunkt ihr Maximum (2 U/mg fur DL-C-Plie) auf. 

5 

VI. Aufreinigung der D-Carbanioylase 

[0065] Um die D-Carbonoylase charakterisieren zu konnen, wurde diese aufgereinigt, Bei dem Aufreinigungsverfah- 
ren wurde zuerst Biomasse des entsprechenden rekonibinanten Hscherichia coli Slammes angezuchtet und die Zellsus- 
10 pension mit dem Homogenisat.oraufgeschlossen(siehen). /t- 
1 0066] AnschiieBend wurde die im Dberstand enthaltene D-Carbamoylase iiber Melallaffinilals-chromalographie ( i a- 
lonsiiulen® von Stratagene) aufgereinigt. Durch Umpuflferung in 0,1 KPP, pH 8,0, mittels Gelfiltrauon (mittels PD-10 
Saulen von Phannacia) wurde das im Elutionspuffer der Talonsaule enthaltene Tniidazx^l entfemt. Die emzelnen Aufrei- 
nigungsschritte wurden mittels SDS-PAGE dokumenliert. 
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Vn. Charakterisierung der D-Carbamoylase 

|<MKh7] Fur die Charakterisierung des so erhaltenen Enzyms wurde die homogen aufgereinigte D-Carbamoylase mit 
Kv und ttg-Startcodon verwendet (pMWl - Fig. 1). Das Enzym lag in 0,1 M KPP pH 8,0 vor. 

1. Bestimmung des pH-Optimums 

[0068] Zur Bestimmung des pH-Optiraums der aufgereinigten D-Carbamoylase wurden Umsetzungen bei verschiede- 
nen pH-Werte-n in einem Bereich von 6,5 bis 9,0 mit DL-C-Phenylalanin als Substrat bei 30°C durchgefuhrt. Um Kon- 
zentralionseffekte auschliessen zu konnen wurde die Puiferkonzentration bei alien verwendeten Puffem (Tns, Kalium- 
phosphat und Tris-Glycin) auf einen Wert von 100 mM eingestellt. Das Akli vitalism axi mum der D-Carbamoylase lag bei 
pH8. 

2. Temperaturstabilitat 

[0069] Um die Temperaturstabilitat der D-Carbamoylase bei 4°C zu untersuchen wurde das Enzym in 0,1 M KPP bei 
pH 8,0 uber einen Zeitraum von 4 Tagen im Kuhlschrank gelagert und alle 24 Stunden ein MeBwert genommen, Bei die- 
ser Temper atur betragt die Halbwertszeit des Enzyms ungefahr 100 Stunden. 

[0070] Um die Temperaturstabilitat bei 20, 30 und 40'^C zu ermitteln, wurde das Enzym fiir 40 min bet der jeweiligen 
35 Reaktionslemperatur inkubiert und alle 5 min die Aktivitat bestimmt. Die Ergebnisse sind in Fig, 8 dargestellt. 

3. Bestimmung des Temperaturoptimums 

[0071] Um das Temperaturoptiraum zu bestimmen, erfolgte die Umsetzung von D,L-Carbamoyl-Phenylalanin unter 
40 den Bedingungen des Standardassays bei unterschiedlichen Ifemperaturen. Das Optimum fur die Reaktionslemperatur 
liegtbeietwa30*'C. 

4. Bestimmung kinetischer Parameter 

45 [0072] Zur Bestimmung von v,,,ax und K„, wurde die Reaktionsgeschwindigkeit v in Abhangigkeit von der Substrat- 
kon/entration aufgetragen. Der Verlauf fiir D-Carbamoyl-Tryptophan ist in Fig. 10 dargestellt. Die Berechnung der ki- 
neiischen Parameter erfolgte iiber das Programm Enzymfit (entwickelt am InsUtut fiir Bioverfahrenstechmk, Universitat 
Stuttgart). Fiir D-Carbamoyl-Tryptophan betragt der K„-Wert 7,5 raM und v„,ax 2,4 U/mg. Die Reakuon kann dabei 
durch eineMichaelis-Menten-Kinetik beschrieben werden (siehe Gleichung 1). 
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Gleichung 1 
Michaelis-Menten-Kinetik 



r,„ax maximaleReaktionsgeschwindikeit 
S Substratkonzentration 
60 K,« Michaelis-Menten-Konstante 



5. Bestimmung des Moleku large wichtes 



1007 Oie Bes'imniung des Molekulargewichles unter denaturierenden Bedingungen im SDS-Gel mit dem Programm 
Inia- er (Amersham Life Sciences, Freiburg) ergab einen Werl von 34,6 kDa. Dieser Wcrl stimmt mil dem auf Basis 
der A saurescquenz der D-Carbamoylase mit His-tag berechneten Werl (35,46 IvDa) sehr gut uberein. Um festzustel- 
len, • ' > Enzym im nativen Zustand im mono- oder oligomeren Zustand vorliegi, wurde mit dem homogen aufgerei- 
nigte • v-tag-Enzym eine native CJeleleklrophorese bei einer Acrylamidkonzentration von 7,5 (;ew.-% durchgefiilirl.. 
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Bei diescr Konzcniraiion liegi der lincare Bereich der Auftrennung zwischen 16 und 91 kDa. Nach einer Kalibrierung 
des Gels inii dein Proleinniarker ProSievc wurde die MolekiilgroBe der D-Carbanioylase mil dcin Prograiiiin Iinagema- 
sler auf 75 kDa besiiinmi. Deinzufolge scheint das Enzym im nativen Zusiand als Dinier vorzulicgcn. 

6. Cofaktorabhangigkeit 

[0074] Be-i einer Inkubation der aufgereinigten D-Carbanioylase bei 25°C und in Gegenwart von 10 ivM EDTA konnie 
keine- Inaktivierung des Enzyms fesigesteUl werden. Allerdings konnte innerhalb von weniger als zwei Siunden eine 
vollstandigelnhibierung des Enzyms beobachtel werden, wenn es iiiit 10 niM 8-Hydroxyquinolinsultbnsaure (8-HQSA) 
inkubien wurde. Um die Inakuvierung durch den Komplexbildner von der ihennischen Inakiivierung unterscheiden zu 
konnen, wurde ein Aliquot, der Enzymlosung ohne S-IIQSA mit inkubiert und die Aktivitat uber die Zeii verfolgt. Aus- 
sace'> Um das Enzym zu reaktivieren, musste die 8-HQSA durch Gelfiltration von dem Enzym entfemt, und in Gegen- 
wart von 2 TTiM Me! allionen inkubiert. werden. Weder Cu^\ Co^*, Mn^^ Mg^"^, Fe-^ noch Zn-^ fuhrte jedoch zu einer Re- 
akiivierung des Enzyms. , ^ n ^ V ■ v 

[0075] Sulfliydrylreagenzien (lodacetau 2-Nitrobenzoat und para-Chlor-Quecksilberbenzoat), die dem Enzym m Kon- 
zentrationen yon 1 inM zugesetzt wurden, fuhrten zu einer voUstandigen Inaktivierung der D-Carbamoylase, 

7. Substraispezifitat 

[0076] Zur Bestimmung des Substratspektrums inkubierte man das Enzym bei einer Reaklionstemperatur von 30°C 
mil dem jeweiligen Substral in (Jegenwart. von 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 8,0. Um eine gleich hohe Konzentradon 
des D-Isomers zu gewahrleisten, wurde bei VorHegen des Substrates als Isomerengemisch eine Konzentration von 
'^O niM eingestellt: lag das Substrat als reines Isomer vor, wurde eine Konzentration von 10 mM eingestellt. DJ^-Carba- 
nioyl-Phenylalanin diente dabei als Referenzsubstrat und wurde bei der Berechnung der relativen Aktivitaten auf 100% 
(entspricht 2 U/mg) gesetzt. Es wurden die in Tabelle 5 mit Strukturfonneln dargestelllen Carbanioylsubstrate mit den je- 
weiligen Akiivitaten umgesetzt. Die D-Carbamoylase aus Arthrobacter cryslaUopoietes DSM 20117 ist in der Lage, Car- 
fa amoylvcrbindungcn mit aliphatischcn und mit aromatischcn Rcstcn umzusctzcn, wobci Ictztgcnanntc schncUcr umge- 
setzt werden. Charaktieristisch fur die gefundene D-Carbamoylase ist bei spiels weise die deudiche Praferenz fur das Sub- 
strat D-Carbamoyl-Alanin, das mindestens funfmal besser umgesetzt wird als alle anderen Substrate. Als einziges achi- 
rales Substrat unter den getesteten Verbindungen wird Carbamoyl-Glycin mil ahnlichen Reaktionsraten umgesetzt wie 
die Carbamoyl- Aminosauren mit aliphadschen Resien. 

TabeUe5 

Stnikturformeln, Abkiirzungen und relative Umsatze der Substrate der D-Carbamoylase 



Substrat 


Formel des 
Aminos^urerestes 


Abktirzung 


rel. Akt. 
[%] 


D , L~ Carbamoyl - 
Phenylalanin 




D,L-C-Phe 


100 


D-Carbamoyl- 
Phenylalanin 


siehe D,L-C-Plie 


D-C-Phe 


115 
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Subs t rat 


Formel des 
Amino s aur ere s tes 


Abkiirzxing 


rel. Akt. 
[%] 


L-Carbamoyl- 
Phenylalanin 


siebe D,L-C-Phe 


L-C-Phe 


0 


D, L-Carbamoyl- 

para-Chlor- 

Phenylalanin 


JO- 


D,L- 
p-Cl-C-Phe 


19 


D- Carbamoyl - 
Tryptophan 




D-C-Phe 


80 


D, L-Carbamoyl- 
Tryrosin 




D,L-C-Tyr 


63 


D, L-CarbaiTioyl- 
Py r idyl a lanin 


N 


D-C-Pal 


43 


D-Carbaiaoy 1 - 
Alanin 




D,Ij-C-Ala 


510 


Carbamoyl -Glyc in 




C-Gly 


27 


D, L-Carbamoyl- 
Valin 




D,Ij-C-Val 


31 


D, L-Carbamoyl- 
Serin 




D,L.-C-Ser 


35 


D, Lj— Carbamoyl- 
tert-Leucin 




D,L-C-tL,eu 


18 


D, L-Carbamoyl- 
Methionin 




D,L-C-Met 


13 


p-Ureidopropionat 




P-UP 


0 


p-Ureidosuccinat 




D,L-C-Asp 


0 



r00771 Auch Aininosauren mil unnaturlichen Resten, wie beispielsweise D.I^para-Chlor-Phenylalanin, D-L-Jf J^" 
mS?ten l!f ci^XoVc^^ konnen nach der UmseU^ung der entsprechenden Substrate als Re- 

akuonsprcxlukt nachgewiesen werden .('arhamoyl-Phenyl alanin laBl, sich erkennen, dass das Hn- 

Effi. auf^S^^^^ zu haben, da in den AnsaUen mi. D- bzw. D,L-Carban.oyl-Phe„ylalan,n d,e gle.che Kon- 

A^d.'^ndr^^^^^ wicL-Carban.oy.-Va.i„ oder L.Carba.„oyl.Tryp.ophan warden 

Sor'AuSem wurden P-Ureidopropiona. und P-Ureidosuccina. (D.L-(:arban.oyl-AsparU.t) als mogliches physio- 
ISches1:ub^ra. geies^^^^^ Beide Verbindungen werden unier den gewahUen Assaybcd.ngungen n.ch. umgeseu... 
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Patent anspruche 



1. D-Carbainoylase aus Arthrobactcr crystallopoieles DSM 20117. 

2. Gensequenzen codierend fur eine D-Carbaiiioylase nach Anspruch 1. 

3. Plasmid oder Vektor aufweisend eine Genseqiienz nach Anspmch 2. 5 

4. Mikroorganisirius aufweisend eine Gensequenz nach Anspruch 2. 

5. Primer zur HersleUung der Gensequenzen nach Anspruch 2 niittels PGR. 

6. Verwendung einer D-Garbainoylase geniaB Anspruch 1 zur Herstellung von enantiomerenangereicherlen Amir 
nosaure. 

7. Verwendung nach Anspruch 6 dadurch gekennzeichnei, da6 man Hydanioine iin System Hydanioinase/D-Car- lo 
bamoylase ggf . in Gegen wart einer Ilydanloinraceinase oder einem zur Racemisierung von Carbamoylaminosauren 
befahigten Enzym umsetzt, 

8. Verwendung einer D-Carhamoylase gemaB Anspruch 1 oder der Gensequenz nach Anspruch 2 zur Herstellung 
gentechnisch veranderter Enzyme. 

9. Verfahren zum Auffinden eines chromosomal codierten Gens, welches fur ein Enzym codiert, das in einem Ver- 15 
fahren zur Herstellung von D-Aminosauren aus 5'-subs!ituierten Hydantoinen mitwirken kann, wobei man 

a) chromosomale DNA eines Organismus, welcher befahigt ist, D-Aminosauren aus 5'-substituierten Hydan- 
toinen herzusiellen, in Bruchstiicke teilt, 

b) diese anschlieBend in Plasmide klonicrt, 

c) die Plasmide mit Oligonucleotiden hybridisieit, welche die Sequenzinformation einer Hydantoinase oder 20 
einer D-(^arbamoylase aufweisen, 

d) ausgehend von der erfolgreichen Hydantoinase-Hybridisierung D-Cabanioylasesequenzen oder im Falle . 
der erfolgreichen D-Carbamoylase-Hybridisierung Hydantoinasesequenzen im gleichen Plasmid identifiziert. 

10. Verfahren zur Herstellung von Enzymen gemaB einem Verfahren nach Anspruch 9. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnei, daB man ein Enzym nach Anspruch 1 herstellt 25 
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